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L’agalactie contagieuse est un syndrome dû à des mycoplasmes, bactéries de 
la classe des Mollicutes. Quatre espèces peuvent être responsables de ce syndrome 
chez les petits ruminants : Mycoplasma agalactiae, Mycoplasma mycoides subsp. 
capri, Mycoplasma capricolum subsp. capricolum et Mycoplasma putrefaciens 
(Bergonier et Thiaucourt, 2003). M. agalactiae (historiquement le premier décrit) est 
l’agent le plus fréquemment rencontré chez les ovins. Il fera ici l’objet de notre étude. 
L’agalactie contagieuse à Mycoplasma agalactiae est une mycoplasmose 
majeure chez les petits ruminants. Elle est inscrite sur la liste des maladies à notifier 
auprès de l’Office International des Epizooties (OIE-organisation mondiale de la santé 
animale) et entraine des pertes économiques considérables au sein des élevages. Ces 
pertes peuvent être dues à une baisse voire un arrêt de la production laitière mais 
aussi à une diminution de l’état général des animaux atteints. 
Cette mycoplasmose est présente dans le monde entier à l’exception de 
l’Australie et du Royaume-Uni. Elle évolue souvent sous forme d’enzootie. Tous les 
types d’élevages peuvent être touchés et à ce jour il n’existe aucun moyen de lutte 
efficace ; elle a donc une importance notable. En France, historiquement elle était 
présente au sein de 2 zones d’enzootie : la Savoie et les Pyrénées-Atlantiques. En 
Savoie les cas répertoriés sont de plus en plus rares (les derniers datant de 2002). En 
revanche, dans les Pyrénées-Atlantiques on assiste à une réelle recrudescence avec 
une augmentation des foyers depuis 2006 (GDS du département 64). Sur le reste du 
territoire, les cas d’agalactie contagieuse sont plutôt sporadiques.   
Le syndrome d’agalactie contagieuse est caractérisé classiquement par une 
triple atteinte tissulaire : parenchyme mammaire – tissus articulaire – conjonctive 
oculaire. Il peut provoquer dans certains cas des signes respiratoires et/ou génitaux. 
Si la triade clinique (mammaire-articulaire-oculaire) est caractéristique de l’agalactie 
contagieuse, leur association n’est pas systématique et il n’est pas rare d’observer une 
seule atteinte tissulaire (l’atteinte mammaire étant la plus fréquente).  
Ce syndrome touche particulièrement les femelles en lactation et les jeunes 
individus. Généralement les femelles taries et les mâles sont moins atteints (Bergonier 
et Thiaucourt, 2003). Chez la brebis en lactation l’agalactie contagieuse se traduit 
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généralement par une atteinte de la mamelle avec des symptômes allant de 
l’hypogalactie passagère à l’agalactie brutale et totale (Bergonier, 1996). Ces signes 
cliniques fonctionnels s’accompagnent souvent d’une mammite parenchymateuse 
avec des foyers d’induration et des nœuds lymphatiques rétro-mammaires 
réactionnels. Des symptômes oculaires et articulaires ne sont pas exclus mais visibles 
dans des proportions moindres.  
 
La contamination des troupeaux indemnes  a pour origine les troupeaux 
infectés. Chez la brebis en lactation, les matières virulentes sont essentiellement le lait 
et le colostrum. L’excrétion du germe peut aussi être observée chez les jeunes, les 
mâles et les femelles taries dans les sécrétions nasales, oculaires, auriculaires et 
génitales (Bergonier et al., 1997). Généralement, l’environnement ne constitue pas un 
réservoir du fait de la faible résistance des mycoplasmes dans le milieu extérieur. 
Cependant, un environnement souillé peut permettre la circulation de Mycoplasma 
agalactiae et représenter une source mineure de contamination (Bergonier et al., 
1997 ; Bergonier et Berthelot, 2008). Ces nombreuses sources de contamination 
entretiennent la circulation de l’agent pathogène dans les élevages atteints 
(contamination horizontale). Les voies respiratoire et mammaire restent les voies de 
contamination les plus importantes même si d’autres voies sont possibles comme la 
voie orale, la voie génitale, la voie oculaire et les voies sous-cutanée ou intradermique 
(Zavagli,1951).  
 
Des formes asymptomatiques, des formes chroniques ou des formes cliniques 
avec régression spontanée sont possibles, ce qui complique le dépistage de la 
maladie. Même si généralement l’association des signes cliniques avec la situation 
épidémiologique permet d’établir un diagnostic d’agalactie contagieuse, il est 
recommandé de s’appuyer sur un diagnostic de laboratoire. Compte tenu du tropisme 
majeur pour la mamelle et de la facilité de prélèvement, le lait reste le prélèvement de 
choix. D’autres prélèvements peuvent être envisagés comme le liquide synovial, les 
écouvillonnages auriculaires, oculaires ou nasaux. Cependant, ces prélèvements 
donnent des résultats inégaux suivant la chronicité ou non de la maladie. 
Généralement, la recherche de l’agent étiologique sera effectuée par culture et 
isolement sur milieux spécifiques à partir d’un prélèvement de lait d’animal malade (ou 
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de lait de tank). D’autres techniques de diagnostic existent : une méthode directe par 
PCR ou une méthode indirecte par sérologie. 
Le traitement de l’agalactie contagieuse est particulièrement difficile du fait de 
la localisation intracellulaire possible des mycoplasmes et de l’absence de paroi chez 
ces bactéries. Dans le cas d’une antibiothérapie, les molécules ayant une bonne 
persistance plasmatique, un tropisme mammaire et une activité sur les bactéries sans 
paroi seront choisis. Les bétalactamines ne pourront pas être utilisées. Il reste à 
disposition les tétracyclines, les macrolides et les quinolones. Généralement le 
traitement systématique des troupeaux contaminés est conseillé (Bergonier, 1996 ; 
Bergonier et Berthelot, 2008) mais les résultats sont décevants et la guérison 
bactériologique n’est quasiment jamais atteinte. Il existe même un risque de favoriser 
l’accroissement de porteurs asymptomatiques qui entretiennent le cycle de 
contagiosité dans les élevages (Corrales et al. 2007). En France, il n’existe pas de 
vaccin pour prévenir l’agalactie contagieuse. Les vaccins testés restent toujours non 
satisfaisants tant au niveau clinique qu’au niveau de l’excrétion des mycoplasmes 
dans le lait (Sarris et Papadopoulos, 1989, Leon-Vizcaino et al., 1995, Pépin et al., 
2001). Aujourd’hui, la meilleure alternative reste les mesures sanitaires. Cela consiste 
en l’élaboration de mesures de biosécurité pour limiter la propagation de la maladie et 
en l’éradication des cheptels positifs. 
 
Les moyens de lutte contre l’agalactie contagieuse sont insuffisants. Il est 
nécessaire pour les développer de mieux comprendre les mécanismes de la maladie. 
Les bases moléculaires des tropismes des mycoplasmes ne sont pas connues. Cela 
pourrait jouer un rôle dans la persistance des infections à mycoplasmes. Dans ce 
cadre nous voulons étudier le tropisme cellulaire de 2 souches de Mycoplasma 
agalactiae (la souche PG2 et la souche 5632). Dans une étude précédente réalisée 
avec ces deux souches, il a été montré qu’in vitro la souche 5632 a une vitesse de 
croissance deux fois plus rapide que celle de la souche PG2. Cependant, in vivo, lors 
d’une reproduction expérimentale de l’agalactie contagieuse seule la souche PG2 
colonise la mamelle et est excrétée dans le lait alors que la souche 5632 est retrouvée 
seulement au niveau des nœuds lymphatiques 4 semaines après inoculation. 
(Amblard, 2016). L’hypothèse que le génome de PG2 contiendrait un ou plusieurs 
gènes en lien avec le tropisme de la mamelle, lesquels seraient absents ou inactivés 
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chez la souche 5632 a ainsi pu être avancée. Pour tester cette hypothèse, un protocole 
expérimental a été élaboré. Il consiste premièrement en la fabrication de génomes 
chimèriques grâce aux techniques de génie génétique (Sirand-Pugnet et al., 2007 ; 
Nouvel et al., 2010 ; Dordet-Frisoni et al., 2014). Ces chimères correspondent à des 
souches de 5632 qui par recombinaison homologue ont intégré dans leur génome des 
parties de génome de PG2. La totalité du génome de PG2 est représenté parmi les 
chimères. Ensuite, l’ensemble des chimères accompagnées des 2 souches sauvages 
témoins ont été inoculées aux animaux. Puis, un suivi clinique et bactériologique a été 
réalisé afin d’isoler dans le lait des chimères contenant la ou les parties de génome de 




















1 Matériels et méthodes 
 
1.1 Principe de la manipulation expérimentale 
 
Grâce aux méthodes de génie génétique des génomes chimériques ont été 
obtenus.  Un total de 215 chimères 5632[PG2] qui contiennent le génome de 5632 
ayant intégré par recombinaison homologue des parties de génome de PG2 (jusqu’à 
10%) a été utilisé.  L’ensemble des 215 chimères représente la totalité du génome de 
PG2 (Sirand-Pugnet et al., 2007 ; Nouvel et al., 2010 ; Dordet-Frisoni et al., 2014). 
Ces chimères ont été marquées par des marqueurs de résistance aux 
antibiotiques (tétracycline et gentamycine) pour pouvoir les isoler et les reconnaitre 
facilement. Ce marquage confère aux souches chimèriques la classification 
d’organismes génétiquement modifiés.  
Lors de l’expérimentation, les 215 mycoplasmes chimériques ont été inoculés 
en quantité égale aux brebis par voie sous cutanée en avant de l’épaule en association 
avec les souches témoins (la souche PG2 et la souche 5632).  
Par la suite, des prélèvements de lait et des analyses microbiologiques ont été 
réalisés régulièrement pour rechercher l’excrétion dans le lait des chimères et/ou des 
souches témoins. Ces prélèvements ont été réalisés pendant 5 semaines après 
inoculation. Les animaux ont été euthanasiés et autopsiés. Des prélèvements (nœuds 
lymphatiques, poumons) ont été réalisés dans le but de rechercher les différentes 
souches et les chimères qui pourraient être ré-isolées à ces niveaux.  
Dans un deuxième temps, les chimères seront analysées plus précisément pour 
identifier les régions chromosomiques de PG2 ayant permis la colonisation de la 

























1.2 Organisation de l’expérimentation 
 
La manipulation expérimentale a commencé le 20 octobre 2016 et s’est 
terminée le 30 novembre 2016. Elle a duré au total 6 semaines. 
Frise chronologique des différentes étapes de l’expérimentation :  
 
Figure 2- Organisation chronologique de l’expérimentation 
Programme d’une semaine type pendant l’expérimentation : 






Lundi Mardi Mercredi Jeudi Vendredi Samedi Dimanche
Suivi des animaux Suivi des animaux Suivi des animaux Suivi des animaux Suivi des animaux Suivi des animaux Suivi des animaux
Prélèvement lait n Prélèvement lait n+1 Prélèvement lait n+2
Mise en culture Pn 
(P0 et P0 dil-1)
Mise en culture Pn+1 
(P0 et P0 dil-1)
Mise en culture Pn+2 
(P0 et P0 dil-1)
Repiquage Pn-1 (P1 
et P1 dil-1)
Repiquage Pn (P1 et 
P1 dil-1)
Repiquage Pn+1  (P1 
et P1 dil-1)
Dépôt sur boite Pn-2 Dépôt sur boite Pn-1 Dépôt sur boite Pn
Lecture boites SP4 et 
SP4GT
Lecture boites SP4 et 
SP4GT
Lysats Lysats





1.3.1 Description du lot d’animaux 
 
Les expérimentations ont été conduites en suivant les règles relatives à la 
protection des animaux utilisés à des fins scientifiques décrites dans le décret 2013-
118 du 1er février 2013. Le protocole expérimental a été validé par le comité d’éthique 
science et santé animale en août 2016.  
Le lot était constitué au départ de 6 brebis primipares croisées Causse du lot et 
Ile de France en début de lactation et de leurs 6 agneaux. Elles provenaient d’un 
élevage du Lot, fournisseur d’animaux agréé pour les expérimentations animales.  
Les brebis ont agnelé environ 1 mois avant le début des expérimentations, ce 
qui fait qu’elles se trouvaient au pic de lactation au moment de l’expérience. 
Les critères d’inclusion des brebis à cette expérience étaient :  
▪ Critère clinique : absence de symptômes mammaire, oculaire, articulaire 
ou d’autre symptôme important. 
▪ Critère bactériologique : absence d’infection mammaire, absence 
d’infection locale ou générale induite par un mollicute.  
▪ Critère Sérologique : séronoégativité vis-à-vis de M. agalactiae.  
Si un animal ne remplissait pas ces critères, il était exclu de l’expérience.  
Pendant la phase d’acclimatation, une agnelle, suite à un traumatisme du 
membre antérieur droit ne pouvait plus se lever toute seule ; il a été décidé de sortir le 
couple mère-agneau de l’expérimentation. Le lot était donc finalement constitué de 5 
brebis suitées en lactation.  
Une lettre a été attribuée à chaque brebis pour pouvoir ensuite les repérer et 
analyser les différents résultats. (Brebis A, brebis B, brebis C, brebis D et brebis E). 
Les agneaux ont aussi été marqués pour les reconnaitre et observer plus facilement 




1.3.2 Conditions d’hébergement des animaux 
 
1.3.2.1 Type de bâtiment 
 
Pendant toute la durée de l’expérimentation les brebis et les agneaux étaient 
logés dans un bâtiment d’unité de recherche de l’Ecole Nationale Vétérinaire de 
Toulouse. Du fait de l’utilisation d’organismes génétiquement modifiés, un bâtiment de 
protection de niveau égale ou supérieur à 2 était indispensable. Les animaux ont été 
logés dans un bâtiment de protection de niveau 3. Dans ce bâtiment, des règles 
d’hygiène et de biosécurité strictes étaient à respecter : tenue complète dédiée au 
bâtiment, gants et charlotte. De plus, l’entrée et la sortie de tout matériel étaient 
régulées de manière stricte.  
Les animaux ont évolué dans un box collectif d’environ 25 m² sur caillebotis 
avec une partie réservée aux agneaux. Un éclairage artificiel était programmé pour 
respecter un cycle nycthéméral.  
 








Les brebis étaient nourries matin et soir avec une ration sèche de base à 
laquelle il été rajouté un complément alimentaire de production azotée et de la paille à 
volonté. Les agneaux tétaient à volonté le lait de leur mère et avaient à disposition de 
l’aliment 1er âge dans un premier temps puis 2ème âge dans un second temps. Deux 








1.3.2.3 Soins éventuels des animaux 
 
A leur arrivée les brebis ont étaient examinées pour vérifier leur état général. La 
brebis D présentait une boiterie d’un postérieur. Le sabot a été paré et désinfecté. Un 
traitement à base d’anti-inflammatoire non stéroïdien (Tolfine®) et d’antibiotiques 
(Vetrimoxin®) a été réalisé selon la posologie de l’AMM 3 fois à 48 heures d’intervalle.  
La brebis A s’est blessée à un antérieur au début de la manipulation, elle a aussi 
été traitée avec le même protocole que la brebis D. Les 2 brebis se sont rétablies avant 
la phase d’inoculation et ont pu participer à l’expérimentation.  
 
1.4 Préparation des inocula et inoculation 
 
1.4.1 Préparation des inocula 
 
Les inocula ont été préparés à partir des 2 souches de Mycoplasma 
agalactiae qui avaient étaient utilisées dans l’étude précédence (Amblard, 2016) : la 
souche PG2 et la souche 5632.   
 
Figure 5 - Obtention des chimères (Protocole Mycotrop UMR 1225 IHAP) 
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A partir de méthodes de génie génétique, des chimères ont étaient fabriquées. 
Cela consiste en des souches de 5632 qui ont intégré par recombinaison homologue 
des parties du génome de PG2. Sur les 215 chimères obtenues, la totalité du génome 
de PG2 est représenté (Cf. figure 5 - Obtention de chimères]). Pour permettre de les 
distinguer des souches témoins, les chimères ont été marquées génétiquement avec 
deux marqueurs génétiques leur conférant la résistance à la gentamicine et à la 
tétracycline.  
Les inocula préparés à l’avance étaient constitués des 215 chimères en quantité égale 
et des souches témoins (souche PG2 et souche 5632). 
La concentration finale de l’inoculum était de 2.107 UFC / mL avec la composition 
suivante : 
▪ 105 UFC / mL de chacune des 215 chimères 5632[PG2] 
▪ 105 UFC / mL de la souche 5632 
▪ 105 UFC / mL de la souche PG2 
Une fois l’inoculum stock préparé, il a été stocké à -80°C jusqu’au jour de l’inoculation.  
 
1.4.2 Inoculation des animaux 
 
Les brebis ont reçu à T0 le 20 Octobre 2016, 2 mL d’inoculum injecté par voie 











1.5 Suivi clinique 
 
Les animaux ont fait l’objet d’un suivi clinique quotidien. Lors de ce suivi, l’état 
général et l’appétit étaient évalués. Des signes cliniques plus spécifiques liés à 
l’agalactie contagieuse, à savoir des anomalies de la mamelle, des problèmes 
articulaires ou des conjonctivites ont été recherchés régulièrement.  
Un examen clinique rapproché de la mamelle était réalisé sur chaque brebis les 
jours de prélèvement, c’est-à-dire 3 fois par semaine. La présence d’un déséquilibre 
entre les hémi-mamelles, d’une chaleur, d’une douleur ou d’une induration du 
parenchyme mammaire a été objectivée. De plus, systématiquement les nœuds 
lymphatiques rétro mammaires étaient palpés pour apprécier une éventuelle réaction 
de ceux-ci. Enfin, l’aspect macroscopique du lait était apprécié lors des premiers jets 
au moment des prélèvements.  
 
1.6 Prélèvements ante-mortem  
 
1.6.1 Prélèvements de sang 
 
Des prélèvements de sang au niveau de la veine jugulaire ont été réalisés à T0, 
à T15 et à T30 à raison de 2 tubes secs par brebis. Les sérums ont été stockés. Ils 
seront notamment utilisés à la fin de la manipulation pour faire des analyses 
sérologiques.  
 
1.6.2 Prélèvements de lait 
 
Des prélèvements de lait ont été effectués 3 fois par semaine (le lundi – le 
mercredi – le vendredi) pendant toute la durée de l’expérimentation. Pour ce faire, les 
agneaux étaient séparés de leurs mères deux heures avant. Les prélèvements ont été 
réalisés après désinfection du trayon avec de l’alcool et éjection des premiers jets dans 
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des tubes stériles. Environ 2 mL par trayons été prélevés à chaque fois. L’opérateur 
changeait de gants entre chaque brebis pour éviter les contaminations entre 
prélèvements et entre animaux. Les tubes de lait étaient placés à 4°C jusqu’au 



























Les animaux ont été euthanasiés le mercredi 30 novembre 2016 en injectant un 
euthanasiant (T61®) par voie intraveineuse (4 à 6 mL pour 50kg de poids vif).  
 
1.7.2 Autopsie et prélèvements 
 
Une analyse nécropsique a été réalisée. Plusieurs prélèvements sur les brebis 
et les agneaux ont été réalisés. Ils sont répertoriés dans le tableau ci-dessous.  
Tableau 2- Prélèvements post-mortem réalisés. 
 Brebis Agneaux 
Ecouvillons 
➢ Nasal (Droit et Gauche) 
➢ Auriculaire (Droit et Gauche) 
➢ Oculaire (Droit et Gauche) 
➢ Nasal (Droit et Gauche) 
➢ Auriculaire (Droit et Gauche) 





➢ Rétro mammaire (Droit et 
Gauche) 
➢ Rétro pharyngien (Droit et 
Gauche) 
➢ Médiastinaux  
➢ Parotidiens (Droit et 
Gauche) 
 
➢ Rétro pharyngiens (Droit et 
Gauche mélangés) 
➢ Médiastinaux  
➢ Tonsiles (Droit et Gauche) 
Biopsie ➢ Poumons ➢ Poumons 






1.8 Analyses des prélèvements 
 
1.8.1 Bactériologie classique 
 
Une bactériologie classique qui consiste en la culture et en l’isolement de 
germes (autre que les mycoplasmes) classiquement responsables de mammites chez 
les ovins, était effectuée une fois par semaine. Le lait était mis en culture sur gélose 
au sang puis placé à l’étuve à 37°C pendant 24H. Dans le cas où des colonies 
bactériennes poussaient, une identification d’espèce grâce à des galeries API 
Biomérieux® était effectuée.  
 
1.8.2 Bactériologie mycoplasmique 
 
1.8.2.1 Sur les prélèvements de lait 
 
Des bactériologies spécifiques pour révéler la présence de mycoplasmes dans 
le lait ont aussi été réalisées (Damassa et al., 1992). 
Cela consistait en plusieurs étapes :  
▪ Ensemencement en milieu liquide spécifique SP4 à des dilutions 1/10 et 1/100 
(+ Cobactan + Acétate de Thallium + Gentamycine) 
▪ Incubation à l’étuve à 37°C enrichie en CO2 pendant 3 jours. 
▪ Repiquage des cultures sur un milieu liquide spécifique SP4. 
▪ Incubation à l’étuve à 37°C enrichie en CO2 pendant 4 jours.  
▪ Etalement des cultures sur des géloses mycoplasmes (SP4).  
▪ Incubation à l’étuve à 37°C enrichie en CO2 pendant 4 jours. 
















Figure 6 - Protocole de traitement des prélèvements de lait - bactériologie mycoplasmique 




1.8.2.2 Sur les Prélèvements post-mortem  
 
Après l’obtention d’un broyat à partir du morceau d’organe, le même protocole 
a été mis en place sur les prélèvements post-mortem pour la mise en évidence de 
mycoplasmes.  
 
Figure 7 - Protocole de traitement des prélèvements post-mortem - bactériologie mycoplasmique 




Sur les prélèvements de lait et post mortem positifs en mycoplasmes, des PCR 
multiplex ont été réalisées pour détecter d’une part les mycoplasmes totaux et d’une 
autre part les chimères. Cette PCR permet de mettre en évidence : la souche PG2, la 





2.1 Résultats cliniques 
 
De façon générale, peu de signes cliniques très évocateurs de l’agalactie 
contagieuse à M. agalactiae ont été observés. On peut cependant en noter quelques-
uns. 
 
Il a été observé sur toutes les brebis une augmentation d’au moins une 
articulation du jarret. Les brebis A et E ont eu une augmentation bilatérale à partir de 
la 5ème semaine post inoculation. Les brebis B, C et D ont eu quant à elles une 
augmentation unilatérale respectivement à partir de la 7ème semaine, de la 5ème 
semaine et de la 6ème semaine.  
 
Sur certaines brebis (Brebis B et C) il a été noté une augmentation des nœuds 
lymphatiques rétro-mammaires à partir de la 6ème semaine post-inoculation.  
 
L’aspect du lait n’a jamais montré d’anomalie tout le long de l’expérimentation 
mais une diminution légère du volume de lait a été noté chez la brebis C lors de la 7ème 
semaine. 
 









2.1.1 Brebis A 
Tableau 3 - Résultats cliniques de la brebis A 
































































































Inoculation B N Boîte AG 1 N N N 
Souple - 


















Prélèvements B N 
Jarrets 
D et G 
↗ 






Prélèvements B N 
Jarrets 
D et G 
↗ 
N N Mamelle chaude 
Souple - 






Prélèvements B N 
Jarrets 
D et G 
↗ 






Autopsie B N 
Jarrets 
D et G 
↗ 
N N N Souple - homogène N N 
Légende : 
B : Bon 
N : Normal 
D : Droit   
G : Gauche 
↗: Volume augmenté 
NL : Nœuds lymphatiques 





2.1.2 Brebis B 
Tableau 4 - Résultats cliniques de la brebis B 
























































































































Prélèvements B N N N N N 
Base trayon 
G induré et 
douloureux 






Prélèvements  B N Jarret G ↗ N N N 
Souple - 






Autopsie B N Jarret G ↗ N N N 
Souple - 
homogène NL G ↗ N 
Légende : 
B : Bon 
N : Normal 
D : Droit 
G : Gauche 
↗ : Volume augmenté 





2.1.3 Brebis C 
Tableau 5 - Résultats cliniques de la brebis C 


























































































Acclimatation B N Déformation canon G 1 N N N 
Dur- 



































































B : Bon 
N : Normal 
D : Droit 
G : Gauche 
↗ : Volume augmenté 
NL : Nœuds lymphatiques 
Notes :   
1. Déformation du canon due à une fracture ancienne.  
2. Jetage unilatéral à Gauche translucide séreux.  
3. Température rectale = 39,7°C.  
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2.1.4 Brebis D 
Tableau 6 - Résultats cliniques de la brebis D 





























































































































Prélèvements B N Jarret D ↗ N N N 
Souple – 







1 B N 
Jarret 
D ↗ N N N 
Souple – 






Autopsie B N Jarret D ↗ N N N 
Souple – 
Homogène N N 
Légende : 
B : Bon 
N : Normal 
D : Droit 
G : Gauche 
↗ : Volume augmenté 
↘ : Volume diminué 
NL : Nœuds lymphatiques 
 




2.1.5 Brebis E 
Tableau 7 - Résultats cliniques de la brebis E 


















































































































Prélèvements B N Jarret G 


















Autopsie B N Jarrets D et G ↗ N N N N N N 
 
Légende : 
B : Bon 
N : Normal 
D : Droit 
G : Gauche 
↗ : Volume augmenté 
↘ : Volume diminué 






2.2 Analyses du lait 
 
2.1.1 Bactériologie classique 
 
Les résultats de microbiologie ont montré que la brebis B était contaminée au 
niveau de l’hémi-mammelle droite par un Staphyloccoque à coagulase négative depuis 
le début et cette infection a persité tout le long de la manipulation. Les brebis C et D 
ont eu 2 infections ponctuelles d’une hémi-mamelle (respectivement le 24 octobre 
2016 et le 31 octobre 2016). Les autres brebis A et E quant à elles, n’ont jamais eu 
d’infection de la mamelle par des germes classiquement responsables de mamites 
chez les petits ruminants.  
Les résultats de recherche de germes classiquement responsables de mammites 
chez les petits ruminants sont présentés dans le tableau ci-dessous (Cf. tableau 8). 
Tableau 8 - Résultats de bactériologie classique 























20.10.16 C 0 0 SCN 0 0 0 0 0 0 
24.10.16 0 0 0 SCN 0 SCN 0 0 0 0 
31.10.16 0 0 0 SCN 0 C SCN 0 0 0 
07.11.16 0 0 0 SCN 0 0 0 0 0 0 
14.11.16 0 0 0 SCN 0 0 0 0 0 0 
21.11.16 0 0 0 SCN 0 C 0 0 0 0 
28.11.16 0 0 0 SCN 0 0 0 0 0 0 
 
Légende :  
G : hémi-mamelle gauche 
D : hémi-mamelle droite 
0 : absence de colonie bactérienne 





2.1.2 Bactériologie spécifique 
 
Les analyses microbiologiques ont montré que les brebis A, D et E n’ont jamais 
excrété de mycoplasme dans le lait pendant toute la durée de l’expérimentation. En 
revanche les autres brebis (B et C) ont excrété des mycoplasmes dans le lait de façon 
transitoire ou continue suivant les individus (Cf. Tableau 9). 
La brebis B a eu une excrétion ponctuelle à droite et à gauche le 18 novembre 
2016. La brebis C quant à elle a excrété de façon plus continue des mycoplasmes 
dans le lait : au niveau de l’hémi-mamelle gauche elle a excrété des mycoplasmes à 
partir du 4 novembre 2016 jusqu’à la fin de l’expérimentation et au niveau de l’hémi-
mamelle droite elle a excrété de façon transitoire et discontinue des mycoplasmes à 
partir du 11 novembre 2016 jusqu’au 25 novembre 2016 (Cf. Tableau 9).  





Légende :  
N : culture de mycoplasmes négative sur milieu SP4 sans Gentamicine 
P : culture de mycoplasmes positive sur milieu SP4 sans Gentamicine 
 





2.1.3  PCR multiplex sur les prélèvements de lait 
 
Toutes les cultures de lait positives en mycoplasmes ont été analysées par PCR 
multiplex. Cette analyse révèle que pour la brebis C comme pour la brebis B, l’unique 























2.2 Analyses des prélèvements post-mortem 
 
2.2.1 Couple Brebis A / Agneau a 
 
Grâce aux analyses microbiologiques post-mortem sur la brebis A, il a été 
montré que des mycoplasmes ont colonisés les nœuds lymphatiques pré-scapulaires, 
les nœuds lymphatiques médiastinaux et le parenchyme pulmonaire. En revanche les 
autres prélèvements étaient tous négatifs. Des mycoplasmes ont été retrouvés sur 
l’agneau a au niveau des cavités nasales, des tonsiles et des nœuds lymphatiques 
médiastinaux. (Cf. Figure 8A).  
La PCR multiplex a permis de montrer qu’au niveau des nœuds lymphatiques 
pré-scapulaires, c’est la souche 5632 qui est présente et en revanche au niveau des 
nœuds lymphatiques médiastinaux et du parenchyme pulmonaire, c’est la souche 











Figure 8 - Résultats Couples Brebis  A / Agneau a 
 
A  Résultats bactériologiques des prélèvements post-mortem du couple Brebis A / Agneau a 
 
 




2.2.2 Couple Brebis B / Agneau b 
 
Chez la brebis B, après culture, des mycoplasmes son présents uniquement au 
niveau de l’orifice nasal.  Les analyses sur l’agneau sont toutes négatives (Cf. Figure 
9A). 
La PCR multiplex a mis en évidence Mycoplasma arginini au niveau des cavités 





















Figure 9 - Résultats Couples Brebis  B / Agneau b 
 
A -  Résultats bactériologiques des prélèvements post-mortem du couple Brebis B / Agneau b 
 
 




2.2.3 Couple Brebis C / Agneau c 
 
Les analyses microbiologiques chez la brebis C des prélèvements post-mortem 
montrent une colonisation par des mycoplasmes des nœuds lymphatiques 
médiastinaux, pré-sacpulaires et rétro-mammaire gauche, des poumons et du liquide 
broncho alvéolaire ainsi que des cavités nasales. De plus, une analyse du liquide 
synovial de l’articulation du tarse droit montre une culture positive en mycoplasmes. 
Au niveau des nœuds lymphatiques pré-scapulaires le résultat était positif même en 
présence de gentamicine. Sur l’agneau c des mycoplasmes ont été retrouvés au 
niveau des cavités nasales, des tonsiles, des nœuds lymphatiques rétro-pharyngiens 
et médiastinaux, des poumons et du liquide broncho alvéolaire (Cf. Figure 10A). 
La PCR multiplex permis de montrer que sur la brebis C, c’est la souche PG2 
qui domine. Elle est retrouvée sur la majorité des prélèvements positifs en culture 
(nœuds lymphatiques médiastinaux et rétro-mammaire gauche, poumons, liquide 
broncho alvéolaire et cavités nasales) excepté au niveau du site d’injection (nœuds 
lymphatiques pré-scapulaires) où c’est un mélange de souche 5632 et de chimères 
qui est retrouvé. L’agneau c, est lui aussi colonisé quasiment en totalité par la souche 
PG2 (tonsiles, nœuds lymphatiques rétro-pharyngiens et médiastinaux, poumons et 
liquide broncho alvéolaire) ; seulement au niveau des cavités nasales il a été retrouvé 












Figure 10 - Résultats Couples Brebis  C / Agneau c 
 
A - Résultats bactériologiques des prélèvements post-mortem du couple Brebis C / Agneau c 
 
 





2.2.4 Couple Brebis D / Agneau d 
 
Les analyses microbiologiques des prélèvements post-mortem de la brebis D 
ont montré la présence de mycoplasmes au niveau des nœuds lymphatiques rétro-
pharyngiens, parotidiens, médiastinaux, pré-scapulaires et rétro-mammaires (droit et 
gauche). Au niveau des nœuds lymphatiques pré-scapulaires, médiastinaux et rétro-
mammaires le résultat était positif même en présence de gentamicine. Sur l’agneau d, 
les cultures mycoplasmiques des nœuds lymphatiques médiastinaux et rétro-
pharyngiens sont positives (Cf. Figure 11A). 
La PCR multiplex permet de montrer que la brebis D a été colonisée par un 
mélange de souches 5632 et chimères sur tous la majorité des organes positifs en 
culture (nœuds lymphatiques rétro-pharyngiens, médiastinaux, pré-scapulaires et 
rétro-mammaires) excepté aux niveaux des nœuds lymphatiques parotidiens où 
seulement la souche 5632 est présente. Sur l’agneau d, Mycolplama arginini est 
















Figure 11 - Résultats Couples Brebis  D / Agneau d 
 
A - Résultats bactériologiques des prélèvements post-mortem du couple Brebis D / Agneau d 
 
 





2.2.5 Couple Brebis E / Agneau e 
 
Chez la brebis E seules les cavités nasales ont été colonisées par des 
mycoplasmes. Enfin chez l’agneau e, des mycoplames après culture ont été 
retrouvées au niveau des tonsiles (Cf. Figure 12A). 
La PCR multiplex permet de dire que c’est Mycoplasma arginini qui est présent 























Figure 12 - Résultats Couples Brebis  E  / Agneau e 
 
A  - Résultats bactériologiques des prélèvements post-mortem du couple Brebis E / Agneau e 
 
 






3. Discussion  
  
3.1 Constitution du lot d’animaux 
 
La constitution du lot d’animaux est particulièrement importante pour réaliser 
une expérimentation animale. Ici, nous avions un groupe constitué de 5 couples de 
brebis primipares suitées croisées Causse du lot et Ile de France provenant d’un même 
élevage agréé dans le lot. Le fait d’avoir des animaux provenant du même endroit, du 
même âge et au même stade physiologique nous a permis de constituer un lot 
homogène. Cet aspect est important pour pouvoir par la suite interpréter et comparer 
les résultats.  
Pour cette étude, un nombre réduit d’individus a été utilisé. En effet, il était au 
préalable prévu d’intégrer 6 brebis en lactation à l’étude mais suite à un incident le lot 
était finalement constitué de 5 brebis suitées. Un nombre réduit était possible grâce à 
la stratégie d’inoculation des animaux à savoir l’utilisation de chimères et de souches 
témoins dans un même individu. Ce protocole d’infection expérimentale chez un hôte 
naturel avait déjà été validé précédemment (Baranowski et al., 2014).  Comme le 
développement clinique de l’agalactie contagieuse chez les ovins peut revêtir 
différentes formes cliniques dont des formes asymptomatiques sans excrétion de 
mycoplasmes, un groupe de 5 individus peut toutefois se révéler insuffisant. En effet, 
sur les 5 brebis, seulement 2 brebis ont excrété des mycoplasmes au cours de l’étude. 
Augmenter le nombre d’animaux pour être certains d’obtenir suffisamment d’animaux 
excréteurs pourrait être intéressant mais en pratique cela ne se justifie pas pour des 
raisons essentiellement éthiques.  
Les critères d’inclusion des animaux sont principalement accès sur l’aspect 
sanitaire. Le fait d’avoir sélectionné des brebis primipares augmente les chances 
d’avoir des brebis saines au niveau de la mamelle. De plus, les brebis primipares ont 
plus de chance que les multipares de développer des signes cliniques liés à l’agalactie 
contagieuse (Bergonier, 1996 ; Bergonier et Berthelot, 2008). Enfin, avec un lot 




En revanche, les brebis primipares peuvent être un peu moins maternelles que 
celles ayant déjà eu une ou plusieurs portées. Ce critère peut être important pour la 
gestion des animaux pendant l’expérimentation. Les agneaux peuvent être délaissés 
ou ne pas avoir accès suffisamment à la mamelle. Cet aspect « maternel » est peut-
être à l’origine de la perte d’un agneau au début de l’expérimentation : l’agneau 
retrouvé blessé s’est probablement fait écraser par sa mère et le couple mère/agneau 
a dû être retiré du lot.  
 
3.2 Durée de l’expérimentation 
 
Mycoplasma agalactiae peut être excrété dans le lait à partir du 7ème jour post 
inoculation et jusqu’à 60 jours après celle-ci (Bergonier et al., 1997). En effet, 
Mycoplasma agalactiae peut rester en latence au point d’inoculation et coloniser 
tardivement les organes cibles à savoir la mamelle et les articulations (Sanchis et al., 
1998). 
L’expérimentation a duré au total 6 semaines (1 semaine d’adaptation et 5 
semaines post inoculation). Une prolongation des prélèvements au delà de 5 semaines 
post-inoculation aurait peut être permis d’obtenir une excrétion plus tardive. Nous 
pouvons penser à la brebis D qui présentait une colonisation quasiment générale par 
des souches 5632 et des chimères et aucune excrétion de mycoplasmes dans le lait ; 
si le temps de prélèvement avait été plus long, peut-être aurait-elle fini par excréter ? 
Cependant, d’autres études plus récentes ont montré une excrétion de toutes 
les brebis dans les 30 jours (Baranowski et al., 2014) ou d’1/3 des brebis dans les 7 
jours (Amblard, 2016). Il a alors été décidé de réaliser l’expérimentation pendant 5 









3.3 Préparation des inocula et inoculation  
 
3.3.1  Choix des souches 
 
Dans une étude précédente (Amblard, 2016) il a été montré que seule la souche 
PG2 colonisait la mamelle. La souche 5632 quant à elle restait localisée au point 
d’inoculation. Pour tester l’hypothèse que des gènes de PG2 seraient responsables 
du tropisme mammaire, des chimères à partir des génomes des souches PG2 et 5632 
ont été construites (Dordet-Frisoni et al., 2014) et d’inoculées aux brebis associèes 
aux souches sauvages témoins dans le but de reproduire une infection expérimentale.  
 
3.3.2 Mode d’inoculation 
 
L’inoculation s’est faite par voie sous cutanée en avant de l’épaule gauche. Les 
modèles des études précédentes de reproduction expérimentale de l’agalactie 
contagieuse avaient été réalisés de la même façon et avaient réussi à mimer l’infection 
naturelle (Baranowski et al., 2014 ; Amblard, 2016) : des signes cliniques d’agalactie 
contagieuse étaient visibles et une excrétion dans le lait avait lieu.  
D’autres modes d’inoculation ont été utilisés lors de reproductions 
expérimentales de l’agalactie contagieuse comme la voie intra-mammaire et la voie 
sous conjonctivale. La voie intra-mammaire ne convenait pas à notre étude car nous 
voulions comprendre la colonisation tissulaire et particulièrement mammaire de 
différentes souches de Mycoplasma agalactiae ; il était donc nécessaire d’inoculer les 
animaux sur un site différent. La voie sous conjonctivale, est une voie plus difficile à 
mettre en œuvre avec de plus un risque de contamination entre animaux. (Sanchis et 
al., 1998). Sur ces critères et sa facilité de mise en œuvre la voie sous cutanée a donc 






3.3.3 Titre de l’inoculum 
    
Les études précédentes de reproduction de l’agalactie contagieuse utilisaient 
des titres d’inoculum supérieurs ou égaux à 107 UFC / mL. (Macowan et al., 1984 ; 
Sanchis et al., 2000). Plus récemment il a été montré que des titres plus faibles de 103 
UFC / mL avec une inoculation par voie sous cutanée d’un volume d’un millilitre par 
brebis provoquaient des excrétions de mycoplasmes dans le lait et des signes 
cliniques atténués mais visibles. (Baranowski et al., 2014). 
Nous voulions dans un même temps inoculer les 2 souches témoins et les 
chimères. La concentration totale de l’inoculum était de 107 UFC / mL avec une 
concentration de 105 UFC / mL pour chaque souche (PG2 – 5632 – Chimères). Un 
volume de deux millilitres a été injecté à chaque brebis.  
Au vu des résultats des études précédentes, en optant pour ces concentrations 
et ce volume on était assuré de pouvoir provoquer des excrétions de mycoplasmes 
dans le lait et des signes cliniques. Cependant, à la fin de l’expérimentation seulement 
2 brebis sur 5 ont excrété des mycoplasmes dans le lait et les signes cliniques de 
l’agalactie contagieuse étaient légers. Ces résultats sont accords avec l’étude 
précédente (Amblard, 2016) où environ 1/3 des brebis excrétaient. Il est possible qu’un 
titre d’inoculation plus élevé provoquerait des excrétions sur un plus grand nombre 
d’animaux mais avec le risque de provoquer une agalactie totale.  
 
3.4 Analyses microbiologiques et PCR 
 
Pour cette étude, la culture bactérienne a été l’étape préliminaire pour la 
recherche de mycoplasmes. Dans le cas de culture mycoplasmique positive, une PCR 
multiplex a été réalisée pour déterminer l’espèce et la souche de mycoplasme. De ce 
fait, toute la sensibilité de la manipulation dépend de la sensibilité de la culture. Nous 
pouvons nous poser la question de la sensibilité de cette méthode basée sur la culture. 
Il serait intéressant de réaliser des PCR directement sur tous les prélèvements même 




3.5 Conditions d’hébergement des animaux 
 
L’utilisation d’OGM oblige d’utiliser un bâtiment de sécurité de niveau supérieur 
ou égal à 2. Le logement utilisé était de niveau 3. Les infrastructures utilisées sont 
prévues pour loger des veaux ; des adaptations étaient alors nécessaires. Du grillage 
a été disposé tout autour de la cage pour combler un espace qui laissait la possibilité 
aux agneaux de s’échapper. Mais suite à des blessures sans gravité sur quelques 
animaux à cause de ce grillage, il a été décidé de le retirer. A plusieurs reprises un 
agneau a été retrouvé à l’extérieur. Ce problème a cessé quand les agneaux sont 
devenus assez gros.  
De plus, le bâtiment d’unité 3 implique des règles d’hygiène strictes. Pour cette 
raison, les animaux ont évolué sur caillebotis. Les animaux n’étaient pas habitués à ce 
type de revêtement ; une période d’adaptation était nécessaire. Les brebis ont eu une 
semaine d’adaptation à leur nouvel environnement avant l’inoculation. Cette courte 
période ne nous assurait pas une adaptation complète. Il est possible que des 
problèmes locomoteurs diagnostiqués pendant l’expérimentation soient dus en parti 
aux caillebotis. Un environnement semblable à leurs habitudes ou une période 
d’adaptation plus longue nous auraient assuré de s’affranchir de cet inconvénient.   
 
3.6 Suivi clinique et résultats 
 
Tous les jours l’état général des animaux était évalué. L’appétit était apprécié 
tant pour les brebis que pour les agneaux et les signes cliniques spécifiques de 
l’agalactie contagieuse (boiterie – kerato conjonctivite – mammite) étaient objectivés. 
Les signes de mammites étaient recherchés particulièrement les jours de 
prélèvements avec la réalisation d’un examen clinique rapproché de la mamelle. La 
consistance et la chaleur de la mamelle, l’état des trayons, la taille des nœuds 
lymphatiques rétro-mammaires, la présence de douleur et l’aspect du lait étaient les 
critères principaux pour objectiver l’état clinique de la mamelle. Sur les 6 semaines 
d’expérimentation, quatre opérateurs ont objectivé tour à tour ces critères ; un biais 
d’appréciation en fonction de la variabilité de chacun était possible.  
Cliniquement les signes étaient faibles et peu évocateurs. Nous avons pu 
observer des atteintes articulaires sur toutes les brebis à partir de la 3ème semaine post 
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inoculation pour les brebis A, C et E, de la 4ème semaine pour la brebis D et de la 5ème 
semaine pour la brebis B. Or chez la brebis E, Mycoplasma agalactiae n’a pas été 
détecté ni dans le lait ni dans les prélèvements postmortem. Sur la brebis B, 
Mycoplasme agalactiae n’a pas été retrouvé en postmortem. Il est alors difficile de 
penser que les atteintes articulaires sur ces 2 brebis ont été causées par Mycoplasma 
agalactiae. Nous pouvons supposer que les arthrites suspectées pendant 
l’expérimentation étaient plutôt dues aux caillebotis du lieu d’hébergement.  
En ce qui concerne l’atteinte mammaire, il a été observé une augmentation des 
nœuds lymphatiques rétro-mammaires des brebis B et C à partir de la 4ème semaine 
post-inoculation. Ceux sont ces mêmes brebis qui ont excrété des mycoplames dans 
le lait. De ce fait, nous pouvons penser que l’augmentation des nœuds lymphatiques 
sont une réponse clinique à une colonisation par Mycoplasma agalactiae. Cela a pu 
être confirmé par l’analyse des nœuds lymphatiques rétro mammaires chez la brebis 
C : culture et PCR positives. En revanche, chez la brebis B, les résultats sont négatifs 
et donc en contradiction avec la clinique.  
 
3.7 Prélèvements de lait et résultats 
 
Les prélèvements de lait étaient réalisés 3 fois par semaine (lundi – mercredi – 
vendredi). L’excrétion d’agents pathogènes dans le lait dépend de la variabilité 
individuelle. Dans une étude précédente, en inoculant la souche PG2 par voie sous 
cutanée, il a été montré que toutes les brebis excrétaient des mycoplasmes dans le 
lait (Baranowski et al., 2014). En revanche, dans une étude plus récente qui réalisait 
une co-infection (souche PG2 et souche 5632) inoculée par voie sous cutanée, 
seulement 1/3 des animaux excrétaient des mycoplasmes dans le lait. (Amblard, 
2016). Dans notre étude, 2 brebis sur 5 ont excrété Mycoplasma agalactiae dans le 
lait. Les résultats sont comparables à ceux de la précédente étude. Trois groupes de 
brebis se distinguent. Un groupe constitué de la brebis C qui a eu une excrétion 
précoce et durable de Mycoplasma agalactiae  ; un groupe constitué de la brebis B qui 
a eu une excrétion plus tardive et transitoire et enfin un 3ème groupe constitué des 
brebis A, D et E qui n’ont jamais excrété de mycoplasme au cours de l’expérimentation.  
56 
 
Les prélèvements de lait ont été réalisés sur des tubes stériles, en nettoyant le 
pis à l’alcool et en changeant de gants entre chaque brebis. Ces conditions ont 
normalement permis de s’affranchir des contaminations croisées entre les brebis. 
Cependant, la brebis B a eu une excrétion bilatérale unique le 18 novembre 2016 et 
aucun mycoplasme n’a été retrouvé sur les prélèvements post-mortem. Il est légitime 
de se demander si la brebis B a réellement eu une infection transitoire par Mycoplasma 
agalactiae ou si le résultat du 18 novembre est un faux positif. Une analyse sérologique 
permettra de répondre à la question (résultats en attente).  
Les PCR multiplex réalisées sur les échantillons, ont permis de mettre en 
évidence la souche PG2 dans le lait de ces 2 brebis (Brebis B et C). Ces résultats sont 
identiques à ceux de l’étude précédente réalisée dans les mêmes conditions de co-
infection (Amblard, 2016).  La souche 5632 n’est quant à elle jamais retrouvée dans le 
lait.  
 
3.8 Prélèvements post-mortem et résultats  
 
Suite aux autopsies, nous avons effectué des prélèvements qui avaient un 
intérêt pour la recherche de mycoplasmes : nœuds lymphatiques (prés-scapulaires – 
médiastinaux – rétro pharyngiens – parotidiens – rétro mammaires) ; poumon ; liquide 
de lavage broncho-alvéolaire ; liquide synovial ; écouvillons oculaires, auriculaire et 
nasal. Tous les prélèvements étaient réalisés sur tous les animaux excepté le 
prélèvement de liquide synovial qui était effectué uniquement lors d’arthrite clinique le 
jour de l’autopsie.  
Seule, la brebis C a fait l’objet du prélèvement de liquide synovial. Les autres 
brebis ne présentaient pas de modification articulaire le jour de l’autopsie. Or, nous 
avions vu des articulations enflammées pendant l’expérimentation. Il serait intéressant 
lors de futures études de ponctionner les articulations modifiées pendant 
l’expérimentation pour savoir si les mycoplasmes sont en cause.  
Sur les prélèvements de deux brebis (B et E) aucun mycoplasme pathogène n’a 
été retrouvé. Ces brebis ont, à priori, réussi à se débarrasser de Mycoplasma 
agalactiae suite à l’inoculation. Ce résultat est surprenant sur la brebis B puisque nous 
avions mis en évidence une excrétion lactée ponctuelle ; nous nous attendions donc à 
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retrouver des mycoplasmes au niveau des nœuds lymphatiques rétro – mammaires. 
Dans ce cas, nous pouvons imaginer que l’infection de l’animal a été transitoire ou 
alors que l’analyse du lait de la brebis B le 18 novembre 2016 est un résultat 
faussement positif. En revanche, sur ces deux brebis (B et E) comme sur les agneaux 
a, c, d et e, nous avons mis en évidence la présence d’un mycoplasme commensal 
non pathogène : Mycoplasma argini. 
Les trois autres brebis (B, C et D) ont été colonisées par Mycoplasma agalactiae 
et présentent une répartition des souches différente : 
- Chez la brebis A, la souche 5632 était présente au niveau du point d’injection, 
(nœuds lymphatiques pré-scapulaires) et la souche PG2 était quant à elle 
présente au niveau pulmonaire et au niveau des nœuds lymphatiques 
médiastinaux.  
- Chez la brebis C, nous avons observé une colonisation massive par la souche 
PG2 (nœuds lymphatiques médiastinaux et rétro-mammaire gauche, poumons, 
liquide broncho alvéolaire et cavités nasales) et une persistance de la souche 
5632 au niveau du point d’injection (nœuds lymphatiques prés-scapulaires). 
- Chez la brebis D, aucune souche PG2 n’a été détectée mais une colonisation 
massive par la souche 5632 et des chimères a été notée  (nœuds lymphatiques 
rétro-pharyngiens, parotidiens, médiastinaux, pré-scapulaires et rétro-
mammaires).  
Le seul agneau où nous avons mis en évidence Mycoplasma agalactiae est 
l’agneau c au niveau de plusieurs prélèvements (tonsiles, nœuds lymphatiques 
médiastinaux, nœuds lymphatiques rétro-pharyngiens et poumons). C’est la souche 
PG2 qui est retrouvée ; la même qui est en majorité présente chez la brebis C et 
notamment au niveau des nœuds lymphatiques mammaires et dans le lait. Ceci est 
cohérent avec une contamination verticale de la brebis vers l’agneau via le lait.  
Aucune co-colonisation d’organe par les souches PG2 et 5632 n’a été observée. 
Sachant qu’in vitro, la souche 5632 a une vitesse de croissance plus rapide que celle 
de la souche PG2, nous pouvons supposer qu’in vivo et lors de l’étape de culture in 
vitro ces deux souches sont en compétition. Ainsi, nous observons tantôt une 
dominance par la souche PG2 (brebis C) et tantôt une dominance par la souche 5632 
(brebis D).  
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D’après ces résultats, seule la souche PG2 colonise l’appareil respiratoire. Au 
niveau du point d’injection, dans les nœuds lymphatiques pré-scapulaires, nous 
retrouvons uniquement la souche 5632 et les chimères. Ces résultats sont 
comparables à ceux observés lors de l’étude précédente (Amblard, 2016). 
 En revanche, contrairement à cette étude (Amblard, 2016), notre étude met en 
évidence la capacité des deux souches PG2 et 5632 et des chimères à coloniser les 
nœuds lymphatiques rétro-mammaires. En effet, dans l’étude précédente, seule la 
souche PG2 avait été mise en évidence à ce niveau. Le fait de retrouver des souches 
5632 au niveau des nœuds lymphatiques mammaires est surprenant par rapport à 
l’hypothèse avancée qui suggérait qu’une ou des parties de gènes de la souche PG2 
absents ou inactivés chez la souche 5632 serait responsable(s) du tropisme 
mammaire. L’hypothèse initiale est ainsi remise en cause et fait émerger d’autres 
hypothèeses. Une 1ère hypothèse serait que la souche 5632 serait capable de 
coloniser la mamelle au même titre que la souche PG2 mais ne serait pas capable de 
se développer dans le lait car inbhibée par ce milieu. Une autre hypothèse serait qu’il 
n’y ait pas de réelle différence de tropisme entre les 2 souches mais une différence de 
vitesse de colonisation, inversement à ce qui est observé in vitro : in vivo la souche 
5632 diffuserait dans tout l’organisme plus lentement que la souche PG2. Des test de 
croissance comparatifs des 2 souches dans le lait et du milieu de culture à différentes 
concentrations en lait permettrait de tester la 1ère hypothèse. Quant à la 2ème 
hypothèse, il serait intéressant de réaliser une étude plus longue pour voir si à long 













Suite à l’observation d’une différence de tropisme entre 2 souches de 
Mycoplasma agalactiae, PG2 et 5632, l’étude avait pour objectif de déterminer les 
gènes liés au tropisme tissulaire au travers d’une infection expérimentale avec une 
collection de mutants chimériques intégrant des parties de PG2 dans 5632. Basé sur 
l’hypothèse que le génome de la souche PG2 contenait un ou plusieurs gène(s) 
responsable(s) du tropisme mammaire, absent(s) ou inactivé(s) chez la souche 5632, 
des chimères contenant la ou les partie(s) de génomes responsable(s) de ce tropisme 
auraient dû être isolées dans le lait. Or, aucune chimère n’a été détectée dans le lait. 
Sur les cinq brebis inoculées, deux ont excrété Mycoplasma agalactiae dans le lait 
mais dans les deux cas seule la souche PG2 a été identifiée.  
Aucune co-colonisation des souches PG2 et 5632 n’a pu être mise en évidence 
sur les prélèvements analysés. L’existence d’une compétition entre ces deux souches 
pourrait expliquer la dominance et l’isolement systématique d’une seule souche, soit 
la PG2 soit la 5632, lors des prélèvements chez l’animal.  
La souche 5632 et les chimères ont été détectées au niveau du point d’injection 
(nœuds lymphatiques pré-scapulaires) mais aussi au niveau de différents organes 
comme les nœuds lymphatiques rétro-mammaires. La souche 5632 est donc capable 
de coloniser l’ensemble de l’organisme dont la mamelle. Ce résultat remet en question 
l’hypothèse initiale de gènes responsables du tropisme mammaire uniquement 
présents ou exprimés chez la souche PG2. Toutefois, la souche 5632 n’a jamais été 
isolée dans les prélèvements de lait. 
Ces résultats nous engagent à émettre d’autres hypothèses explicatives. Une 
1ère hypothèse serait que la souche 5632 serait incapable de diffuser dans le lait car 
inhibée par ce dernier. Elle diffuserait ainsi au niveau des nœuds lymphatiques rétro-
mammaires mais jamais dans le lait. Une 2ème hypothèse serait qu’il n’y ait pas de 
différence de tropisme tissulaire au sens strict entre les 2 souches (PG2 et 5632) mais 
une différence de vitesse de colonisation : inversement à ce qui est observé pour la 
vitesse de croissance in vitro, la souche 5632 serait capable de coloniser la mamelle 
mais plus lentement que la souche PG2. 
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Pour tester la 1ère hypothèse, des tests de croissance comparatifs entre les 2 
souches dans le lait ou en milieu de culture contenant différentes concentrations de 
lait permettraient de voir si la souche 5632 a les mêmes capacités à se développer en 
présence de lait que la souche PG2. Quant à la 2ème hypothèse, une étude plus longue 
permettrait de voir si à plus long terme la souche 5632 peut être excrétée dans le lait.  
Les résultats de cette étude remettent en cause l’hypothèse initiale sur les facteurs 
chromosomiques impliqués dans la dissémination et la colonisation chez Mycoplasma 
agalactiae. Aux vues des résultats, l’utilisation des chimères apporte peu d’intérêt pour 
comprendre le tropisme de Mycoplasma agalactiae car aucune chimère n’a pu être 
exclusivement isolée dans un organe. En revanche, une étude utilisant un modèle 
expérimental basé sur une simple inoculation de la souche 5632 permettrait peut-être de faire 
avancer les connaissances de dissémination pour s’affranchir des phénomènes de 
compétitions.  
 
Cette étude conforte l’idée qu’au sein de l’espèce Mycoplasma agalactiae, des 
différences de mécanisme existent entre différentes souches. Ces différences peuvent 
expliquer en partie la difficulté de réussite des moyens de lutte contre l’agalactie contagieuse ; 
en particulier la difficulté d’élaborer un vaccin efficace. Les connaissances des mécanismes 
d’action des différentes souches sont primordiales pour espérer réduire l’impact de l’agalactie 
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